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7. 研究成果
7. 1.研究目的
ポルフィリン環(図 1)を骨格とする色素は、真正細菌・古細菌・真核生
物を問わず、すべての生物が生合成している。
7 
1.8 12 
図1
図2にこの骨格に基づく重要な化合物を示す。これらは電子伝達系や酸化還
元反応を触媒する酵素タンパク質の不可欠な補因子として機能している。生物
はどのような経路でこれらのポルフィリンを生合成しているのか。
ポルフィリン骨格の合成材料は、グルタミン酸単独 (C5経路)か、または、
スクシニルCoAとグリシン (C4経路)で、これ(ら)からまず5-アミノレプ
リン酸が生合成される。 2分子の5-アミノレブリン酸が縮合して 1分子のポル
ホビリノーゲンが生合成され、次いで、 4分子のポルホビリノーゲンが縮合し、
ヒドロキシメチルビランを経て、ウロボルフィリノーゲンIIが生合成される
(図 3)。この5・アミノレブリン酸からウロポルフィリノーゲンIIに至る生合
成経路はすべての生物で共通に認められ、例外は知られていない。
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図2にあげたポルフィリン化合物の中で、ヘムについては、ウロポルフィリ
ノーゲン皿からの生合成経路が明らかにされている。それを図4に示す。
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1993年まで、全ての生物は図4に示した経路でウロポルフィリノーゲンIIか
らプロトポルフィリンIX(ヘム cのポルフィリン骨格)を生合成すると信じら
れてきた。ところが、硫酸還元菌 (DesuJfovibriovuJgaris Miyaz北iF)のシトクロー
ムろを研究していた阿久津らが、そのヘム cのポルフィリン骨格の側鎖 2位と
7位のメチル基だけがメチオニンのメチル基に由来することを発見した(よ Am.
αem. Soc. 115， 12185・12186，1993)。
図4に示した経路では、ヘム cの2，7， 12， 18の4つのメチル基は、ウロポ
ルフィリノーゲンIIの側鎖の4つの酢酸基が順次脱炭酸されてできる。従っ
て、これらの4つのメチル基はすべて5・アミノレブリン酸の2位の炭素に由来
するはずで(図 3を参照)、 2位と7位のメチル基だけが選択的にメチオニン
のメチル基に由来するという事実を説明できない。
少なくとも硫酸還元菌は、未知のヘム生合成経路を持っている。この菌が数
μM以上の酸素存在下では死滅する偏性嫌気性菌であることを考えると、この
生合成経路はポルフィリン生合成の古代の経路である可能性が示唆される。
本研究は、硫酸還元菌のヘム生合成経路の全貌を明らかにし、通常の生合成
経路(図4) との進化論的関係を解明することを最終の目的としている。
7.2. 新しい生合成中間体
我々は、硫酸還元菌の菌体から新しい生合成中間体(12，18・ジデカルボキシ)
プレコリンー 2を発見した(図 5)。さらに、メチル基を重水素化したメチオニ
ンを含む培地で得た菌体から全てのポルフィリンを抽出し、 TLCとHPLCで分
離精製後、各々のポルフィリンの質量分析をしたところ、新中間体・コプロポ
ルフィリン 11・フロトポルフィリンIXのすべてが重水素化されていた。この
結果は新中間体からコプロポルフィリノーゲン 11が生成されることを強く示
唆している。
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A は新中間体の酸化型のヘキサメチルエステル
((12， 18-dide叩 boxy)sirohy古ochlo血 hexamethylester)の化学構造を示す。 Bはそ
の紫外可視部吸収スペクトルである。 CはそのlHNMRスペクトルである。
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7.3. 新しい生合成経路の仮説
新中間体の化学構造と、硫酸還元菌が亜硫酸還元酵素の補因子であるシロヘ
ムを大量に生合成していることとを考慮して、図6に示すような仮説をたてた。
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ヘム叫(図 2)の合成も同じ中間体(12，18-didecarboxy)preco凶n・2を経て行わ
れている可能性がある。
この仮説に従えば、 (12，18-dide叩 boxy)pre∞rrin・2のA環とB環から各々酢酸
基が切断されなければならない。この脱酢酸反応は簡単な反応機構を考えるこ
とは困難で、この仮説の一番のポイントである。酸素が関与する可能性も否定
できない。
7.4. 嫌気反応
上記の仮説を酵素反応のレベルでステップごとに検証することを進めている。
その際、強院反応をいかに厳密にかつ簡単に行えるかが成否を決める。例えば、
基質であるポルフィリノーゲン(例えばウロポルフィリノーゲン皿は反応直
前にナトリウムアマルガムでウロポルフィリン 11を還元して調製する)は極
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めて酸化されやすく、酸素と光の下で不安定である。酵素の活性測定は嫌気下
で行う必要がある。
本研究では、気密性が高く、多数を同時に操作しやすいことから、アルミシー
ルパイアル瓶を反応答器に用いている。また、基質(ポルフィリノーゲンなど)
やコファクターの導入をガスタイトシリンジを用いてパイアル瓶のセプタム越
しに行っている。
実際の反応液中の酸素濃度 (0.1-10μMレベル)を正確に知り、そのレベル
を確実に制御することが本研究では特に要求された。そこで、二原子酸素添加
酵素であるカテコール2，3ジオキシゲナーゼを応用した。図 7に本酵素が触媒す
る酵素反応を示す。
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本酵素は、非常に高い触媒活性と酸素に対する強い親和性を持つ。また、反
応生成物である 2-ヒドロキシムコン酸セミアルデヒドは可視部に強い吸収を示
す。試料液に酸素より過剰のカテコールを加えておけば、 2-ヒドロキシムコン
酸セミアルデヒドの吸光度測定から反応液の酸素濃度をが分かる。この酵素ー
カテコール系を用いて、反応前後や途中の酸素濃度をどの程度まで再現性良く
制御できるか検証した。
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図8は、高純度アルゴンガスをセプタム越しに針先から試料液表層に通気し
たときの溶存酸素濃度の変化を測定した結果である。
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この結果から、 ( 1 )高純度アルゴンガス(または窒素ガス)を水溶液表
層から 15分間程度送気することで溶存酸素濃度は0.1μMレベルになること、
( 2 )反応液中にカテコール 2，3・ジオキシゲナーゼとカテコールを少量加えて
おくと、セプタムからの空気の流入が完全に防げなくても、時間のオーダーで
0.1μMレベル未満の酸素濃度を維持できること、を示している。
クラーク型の酸素電極は、最も信頼できる溶存酸素濃度の測定装置であるが、
感度と応答速度に限界があり、また、専用の反応容器を必要とする。現在、我々
が開発しつつあるカテコール 2，3・ジオキシゲナーゼとカテコールを利用する技
術は、 0・1μMの微量の酸素濃度を制御し、かつ、多数の試料溶液を迅速に処
理するという未開領域に挑むものである。
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アルミシールバイアル瓶を反応容器に用い、高純度アルゴンガスの送気によ
り反応液を嫌気化する方法で、硫酸還元菌のウロポルフィリノーゲン皿から
のポルフィリン生合成反応を調べた結果を以下に示す(図的。
実験方法:硫酸還元菌 0.3gを2.0mlの50mMTris-HCl， pH7.7でホモゲナイ
ズして得られた素抽出液0.5mlを酵素液とし、 2.0mlの反応液を3.0mlのアルミ
シールパイアルびんに入れて上述の方法で嫌気化した。 3%ナトリウムアマル
ガムでウロポルフィリ 11を還元して得たウロポルフィリノーゲン III20nmol
(最終濃度10μM)をガスタイトシリンジでセプタムを介して加え、 370Cで3h
鮮置した。 O.lMHCVアセトンでポルフィリンを抽出し、 14%HCVメタノールで
メチルエステル化した。得られたメチルエステルをシリカゲルの薄層クロマト
グラフィーで分離した。
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ウロポルフィリノーゲン 11のみを加えたとき、ウロポルフィリノーゲン 11
はほとんどそのままにとどまっている(中央のレーン)。この結果は、本菌に
はウロポルフィリノーゲン 11脱炭酸酵素活性がまったくないか非常に弱いこ
とを示している。 s-アデノシルメチオニン (SAM，最終濃度1m附が存在する
と、ウロポルフィリノーゲン 11の約70%がプレコリン-2をへて(12，18ジデカ
ルボキシ)プレコリンー2にまで変換された(左端のレーン)。この結果は、本
菌が (12，18-ジデカルボキシ)プレコリン-2という生合成中間体を合成する強い
活性を持っていることを示している。
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7.5. 5-アミノレブリン酸の生合成
硫酸還元菌がグリシンと暁泊酸から5・アミノレブリン酸を生合成しているの
か (C
4経路)、それとも Lグルタミン酸から生合成しているのか (Cs経路)
明らかにするために、 (1) L-グルタミン酸1・セミアルデヒドと 5・アミノレブ
リン酸の高感度定量法を確立し，または)L-グルタミン酸1・セミアルデヒド
の簡易合成法を確立した。
7.5.1 L-グルタミン酸1・セミアルデヒドと 5・アミノレブリン酸の定量法
( 1) dimethylaminoazobenzene sulfonyl誘導体に変換後 RP-HPLCで測定する
方法
反応液からボンドエルートSCXを用いてLグルタミン酸1・セミアルデヒドと
5・アミノレブリン酸を抽出し、遠心濃縮装置で乾固する。 50mMの重炭酸ナト
リウム (pH9.0)で溶解し、 4・(dimethylamino )azobenzene-4・sulfonylchlorideを加え
て700Cで 10分間反応させる。遠心濃縮装置で乾固した後、 70%エタノールで
溶解し、 RP-HPLCで分析・定量する。
RP-HPLCの条件:
Cosmosil 5C18 (2.0 X 150 mm)を使用。流速0.3凶/min。カラム温度
300C。溶媒Aは25mMリン酸カリウム緩衝液(pH6.8) ;溶媒Bは
アセトニトリル/2・プロパノール =75:25。溶出:0・10min;20% B、
10-11 min; 20% Bから30%Bへ、 11-26min; 30% B、26-37min; 30% B 
から60%Bまで直線的に上げる。
この方法は、高感度で、 5・アミノレブリン酸はアルギニンとプロリンの聞に
溶出する。しかし、アルカリ条件に暴露するため、 Lグルタミン酸1-セミアル
デヒドが非酵素的に5・アミノレブリン酸に変換されてしまうことがわかった。
(2 )アミノ酸分析装置を使用する方法
反応液の1/10容積の70%過塩素酸を加えて反応を止め、遠心。 1MNaOHで
上清のpHを2.2に調整した後、目立L8500アミノ酸分析装置で定量。内部標準
としてα-アミノ-n-酪酸を用いた。
この方法では、 Lグルタミン酸1-セミアルデヒドと5・アミノレプリン酸は、
それぞれ51.1minと61.8minに溶出するので、分別定量ができる。感度も10ピ
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コモルレベルまで測定可能である。
7.5.2. L-グルタミン酸1・セミアルデヒドの簡易合成法
Cs経路の中間体であるLグルタミン酸1-セミアルデヒドの簡易合成を行っ
た。この研究は，神戸学院大学薬学部の岡田芳男，津田裕子，横井利夫，水野
弥生により実施された。合成方法を図 10に示す。
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本法は，不安定な目的物をBoc(terιbutyloxy臼由onyl)基で保護した状態で精製
できるため，最終産物を精製することなく高収率で得ることができる。
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7.5.3. Cs経路で子アミノレブリン酸を生合成か?
L-グルタミン酸1・セミアルデヒドからの 5・アミノレブリン酸の酵素的生成が
明確に確認できることを期待したが， lrグルタミン酸1・セミアルデヒドが非酵
素的に5・アミノレブリン酸に変換する速度が無視できなく，これをはっきり上
回る活性を再現性よく測定することがまだできていない。また，粗抽出液中に
はmMオーダーのグルタミン酸が含まれているので，外から加えたグルタミン
酸に依存したチアミノレブリン酸合成を再現性よく測定することができていな
い。ガバクリンによる阻害実験では，再現性が悪いが 5・アミノレブリン酸の
生合成阻害が認められている。今後，さらに検討していかなければならない。
7. 6. 5・アミノレブリン酸からのウロポルフィリノーゲン11の生合成
硫酸還元菌の粗抽出液には5・アミノレブリン酸からのウロポルフィリノーゲ
ン11を生成する強い活性が認められた。ヘム生合成のこのステップについて
は，他の生物と同じであると考えられる。今後，この段階を触媒する酵素〔少
なくとも 3つ)についても生成し，それぞれの遺伝子の構造を決める予定であ
る。
7.7. ウロポルフィリノーゲン IIからのプレコリン4と(12，18・ジデカルボキ
シ)プレコリンー 2の生合成
7.7.1. HP L Cによるポルフィリン定量法
酵素反応生成物を迅速にかつ高感度で測定するために HPLCによるポルフィ
リン定量法を検討した。図 11に典型的な結果を示す。図 11の上図は遊離型
ポルフィリンの分析を示し，下図はポルフィリンメチルエステルの分析である。
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7.7.2. S-アデノシルメチオニン-ウロポルフィリノーゲン11メチル基転移
酵素 (SUMT)とフレコリンー 2脱炭酸酵素 (P2D)
図13に両酵素活性の測定例を示す。
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図13 
可溶性画分の中に強い SUMTとP2D活性が存在していることが明らかである。
可溶性画分をDEAE-トヨパールで分画すると， SUMT活性は0.1MNaClによる
溶出回分の中に， P2D活性は主に 0.3M NaClによる溶出画分の中に，それぞ
れ認められる。
しかし，さらに精製するためにカラムクロマトグラフィーを繰り返すにつれ
て各酵素の活性が急速に低下してしまう。 SUMfについてはかろうじて最後ま
で活性がおえるが， P2Dについては全く精製が進んでいない。この酵素は，ヘ
ム d1の生合成経路との関連においても重要で，今後も継続して研究を進める予
定である。
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7.8. (12，18-ジデカルボキシ)プレコリンー2からコプロポルフィリノーゲン
IIの生合成
硫酸還元菌のヘム生合成経路の最も重要なステップであるが，ウロポルフィ
リノーゲンIIからのSAM依存性のコフロポルフィリノーゲンIIの生成は，様々
な試みを繰り返しているにもかかわらず，いまだ，再現性よく確実に測定でき
ていない。 SAMが反応系に存在しないと，ウロポルフィリノーゲン11はその
まま変化しない。
コプロポルフィリノーゲンIIからプロトポルフィリノーゲンIXへの代謝も
測定できていない。
嫌気反応の技術，高感度で迅速な反応生成物の測定， HPLCによる精製技術
は，今回の研究期間の聞に相当に洗練することができた。今後は，活性測定に
あくまでもこだわりながらも，遺伝子工学的手法も積極的に併用して研究を進
めることを計画している。
最後に，今回の文部省科学研究補助金の交付に対し，深く感謝します。
t 
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